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摘 要：本研究利用从猪场污水中分离、筛选和鉴定的异养硝化细菌（Acinetobacter bereziniae Zhi77），通过氯化钙（CaCl2）
和海藻酸钠（C6H7NaO6）固定后，获得固定化硝化细菌，分析培养温度、菌株添加量和菌株反应时间等因素对固定化菌株

脱氮效果的影响。结果表明，固定化硝化细菌在 30 ℃，菌株添加量 2 mL，反应培养时间 12 d条件下，氨氮去除率达到

95.73%，总氮去除率达到 80.43%。在 COD降解菌和固定化异养硝化细菌的协同作用下，投加微生物且曝气的处理组，污

水中化学需氧量（COD）、氨氮（NH4-N）、总氮（TN）、悬浮物（SS）和总磷（TP）去除率明显升高，分别达到 87.90%、96.08%、
94.50%、82.70%和 23.64%。猪场污水中各项污染物浓度明显下降，该研究结果在畜禽养殖场污水处理领域具有良好的

应用前景。
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Abstract：In this paper, heterotrophic nitrifying bacteria (Acinetobacter bereziniae Zhi77) was isolated, screened and
identified from pig farm sewage. Immobilized nitrifying bacteria were obtained by calcium chloride (CaCl2) and so‐
dium alginate (C6H7NaO6) reagents. The effects of culture temperature, strain addition and strain reaction time on the
nitrogen removal efficiency of immobilized strains were analyzed. The results showed that the removal rates of ammo‐
nia nitrogen and TN reached 95.73% and 80.43%, respectively, under the condition of 30°C, 2 mL strain addition
and 12 days of culture. Under the synergistic effect of COD degrading bacteria and immobilized heterotrophic nitrify‐
ing bacteria, the removal rates of COD, NH4-N, TN, SS and TP in the treatment group with microbial addition and
aeration were significantly increased, reaching 87.90%, 96.08%, 94.50%, 82.70% and 23.64%, respectively. The
concentrations of various pollutants in the pig farm sewage were significantly decreased, which has good application
prospects in the field of livestock farm sewage treatment.
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近年来，畜禽规模化、集约化养殖技术迅速发

展，养殖污水排放量不断增加，养殖污水的有效

处理是农业生产过程中亟待解决的问题。养殖污

水成分复杂，含有多种悬浮颗粒物、有机污染物，

色度深，处理难度较大。在众多处理方法中，微

生物处理技术具有安全性高，处理效果好，不存

在二次污染问题，而且处理量大、成本低、利用率

高 [1]。微生物生长条件宽广、繁殖迅速、抗逆能力

强，通过有针对性地对菌种进行筛选、培养和驯

化，不仅可以去除有毒物质，还能对臭味进行处

理、降低色度。养殖污水中有机氮和氨氮等含量

较高，污染问题突出，国内外学者研制出多种脱

氮菌剂，对解决环境污染问题意义重大 [2-4]。李宇

馨等 [5]利用固定化好氧菌处理养鸭场废水，结果

表明，固定化菌剂能有效提高硝态氮（NO3-N）去
除率，同时使系统内微生物菌群结构得以改善。

本研究通过分离筛选得到功能微生物菌株，

并优化菌株培养条件，分析出水污染物浓度变化

趋势，分析固定化脱氮菌及 COD降解菌协同作用

对养殖污水的处理效果。

1 材料与方法

1.1 培养基制备

试验使用的培养基如下：LB细菌液体/固体培

养基、富集培养基、维式盐溶液、异养硝化培养

基[6-8]。试验开始前将使用的培养基置于高压蒸汽

灭菌锅中，在 121 ℃、0.1 Mpa条件下灭菌 20 min。
1.2 菌种来源

试验所用的菌种包括公主岭某牧业有限公司

污水处理池污泥中分离出的异养硝化细菌（Aci⁃
netobacter bereziniae Zhi77）[9]和吉林省农业科学院

农村能源与生态研究所筛选出的 COD 降解菌

（Bacillus sp. LZ77），在 4 ℃条件下冷藏保存。

1.3 固定化硝化细菌的制备

采用 C6H7NaO6（海藻酸钠）-CaCl2（氯化钙）固

定：称取少量 C6H7NaO6，加热搅拌，使之完全溶解，

用注射器滴入到 40 g/L的 CaCl2溶液中，固化后置

于冰箱，4 ℃冷藏备用。将硝化细菌悬浮液用生

理盐水洗涤 3次，然后按质量比 20∶1加入海藻酸

钠溶液中，混合均匀后滴入 2%的 CaCl2溶液，制备

出直径约 2~3 mm的球形水珠，冷藏保存。

1.4 试验设计

游离态和固定化硝化细菌脱氮性能对比：

30 ℃条件下，在污水中分别加入 2 mL的游离和固

定化硝化细菌培养液，考察氨氮（NH4-N）和总氮

（TN）去除率的变化趋势。

培养温度对脱氮效果的影响：在 15、20、25、
30、35、40 ℃条件下，分别加入 1 mL的固定化异养

硝化细菌培养液，150 r/min转速条件下振荡 3 d，
考察NH4-N和 TN去除率的变化趋势。

菌株添加量对脱氮效果的影响：在 30 ℃条件

下，向 100 mL污水中分别投加 0.5、1、2、4、6、8 mL
的固定化异养硝化细菌培养液，考察不同菌株添

加量条件下，NH4-N和 TN去除率的变化趋势。

菌株反应时间对脱氮效果的影响：30 ℃条件

下，在污水中加入 2 mL的异养硝化细菌培养液，

反应 1、3、6、9、12 d后，考察 NH4-N和 TN去除率

的变化趋势。

1.5 COD降解菌和固定化异养硝化细菌协同作

用处理养殖污水的应用

示范污水来源于公主岭某牧业有限公司污水

处理池，污水水质污染物含量如表 1所示 [1]。

表 1 示范污水各项指标

pH
7.43

悬浮物/mg·L-1
220.12

浊度/NTU
71.84

化学需氧量/mg·L-1
1 950

总磷/mg·L-1
8.80

TN/mg·L-1
816.24

NH4-N/mg·L-1
780.36

向污水中投加稀释 1 000倍的硝化细菌液（有

效活菌数≥2.7×108 cfu/mL），搅拌均匀，共投 7次，

间隔 3 d，共 21 d。主要考察的水质指标包括：化

学需氧量（COD）、NH4-N、TN、TP、悬浮物（SS），检
测数据由吉林省赢帮环境检测有限公司提供。

2 结果与分析

2.1 硝化细菌 Acinetobacter bereziniae Zhi77特征

本研究采用高星爱等 [9]鉴定的不定杆菌 Zhi77

（Acinetobacter bereziniae Zhi77），进行了污水脱氮试

验。该菌种为异养硝化细菌，其显著特征为高酶

活性。针对其脱氮效果进行了研究。图 1为不定

杆菌 Zhi77在培养基上的菌落形态。

2.2 优化培养条件分析固定化菌株脱氮效果

2.2.1 游离态和固定化硝化细菌脱氮性能对比

利用游离态和固定化硝化细菌分别处理养殖

污水，脱氮效果如图 2所示。处理 3 d后，游离态

菌株处理的养殖污水中氨氮和总氮浓度分别降至
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447 mg/L、485.66 mg/L，去除率分别达到 42.70%和

40.50%；固定化硝化细菌处理的污水中氨氮浓度

降至 296.53 mg/L，去除率为 62.02%；总氮浓度降

至 338.74 mg/L，去除率达到 58.50%。由于固定化

硝化细菌是以 C6H7NaO6为载体包埋的微生物，生

物量较高，氨氮和总氮去除率分别增加 19.32%和

18.00%。结果表明，添加固定化硝化细菌，脱氮

效果明显。

2.2.2 培养温度对脱氮效果的影响

在 15、20、25、30、35、40 ℃条件下，投加 1 mL
的固定化异养硝化细菌培养液于养殖污水中，3 d
后测定氨氮和总氮浓度，去除率如图 3 所示。

30 ℃条件下，污水中氨氮和总氮去除率达到最高

值（62.62%、58.99%）。在低于或高于 30 ℃时，菌

株偏离最适温度，去除效果降低。结果表明，固

定化硝化细菌在 30 ℃条件下，脱氮效果最佳，这

与孙雪梅等 [4]研究结果一致。

2.2.3 菌株添加量对脱氮效果的影响

在 30 ℃条件下，向 100 mL养殖污水中分别添

加 0.5、1、2、4、6、8 mL的固定化异养硝化细菌培

养液，测定不同菌株添加量对养殖污水中氨氮和

总氮浓度的影响。如图 4所示，菌株添加量从 0.5
mL增加至 1 mL时，氨氮和总氮去除率上升较为

明显，当添加量上升至 2 mL时，氨氮和总氮去除

率均达到峰值（74.56%、61.94%），趋于一定平衡

后，添加量增至 8 mL时，去除率略微下降。结果

表明，固定化硝化细菌菌株添加量为 2 mL时，氨

氮和总氮去除率最高，当菌液添加量超出适合范

围时，营养物质不足以供给大量微生物，导致脱

氮效果不理想；当菌液添加量过低时，微生物活

性受限，同样降低脱氮效果 [10-11]。

2.2.4 反应时间对脱氮效果的影响

在 30 ℃条件下，将 2 mL菌液置于养殖污水

中，在 1、3、6、9、12 d测定氨氮和总氮浓度。从图

5可以看出，随着时间的延长去除率呈上升趋势，

培养 12 d后，氨氮去除率达到 95.73%，总氮去除

率达到 80.43%。结果表明，硝化细菌作用时间越
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图 1 不定杆菌 Zhi77菌落形态 
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图 2 游离菌株和固定化菌株脱氮效果对比
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图 3 培养温度对脱氮效果的影响
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图 4 菌液添加量对脱氮效果的影响
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长，脱氮效果越好。

2.3 COD降解菌和固定化异养硝化菌协同作用

处理养殖污水的应用

在稳定的生态系统中，各种微生物通过共生

增殖方式与其他微生物协同作用 [12]。利用实验室

已经筛选出的 COD降解菌（Bacillus sp. LZ77）和固

定化异养硝化菌（Acinetobacter bereziniae Zhi77）[9]

协同作用，进一步降低养殖污水中污染物浓度。

每间隔 3 d向养殖污水中添加 1次微生物菌剂，共

持续 21 d。本试验共设置 1个空白对照组 T0（既

不添加菌剂也不曝气），两个试验组 T1（添加菌剂

但不曝气）、T2（既添加菌剂也曝气）。

如图 6所示，对比分析各组 COD、NH4-N、TN、
TP、SS浓度的变化。T1和 T2组 COD浓度分别降至

1 450 mg/L、235 mg/L，COD去除率分别为 25.00%、
87.90%；T1和T2组NH4-N浓度分别降至529.08 mg/L、
30.58 mg/L，NH4-N去除率分别为 32.20%、96.08%；
T1和T2组TN浓度分别降至 589.33 mg/L、44.89 mg/L，
TN去除率分别为 27.80%、94.50%；T1和 T2组 TP浓
度分别降至 7.85 mg/L、6.72 mg/L，TP去除率分别

为 10.80%、23.64%；T1 和 T2 组 SS 浓度分别降至

170 mg/L、38 mg/L，SS去除率分别为22.70%、82.70%。

T2 和 T1 相比，COD 去除率提高了 62.90%，
NH4-N去除率提高了 63.88%，TN去除率提高了

66.70%，TP去除率提高了 12.84%，SS去除率提高

了 60.00%。由此得出，固定化细菌与 COD降解菌

协同作用下，投加微生物且曝气的处理组，提高

污水中各项指标的降解率。

3 讨论与结论

包埋法固定化微生物技术具有微生物细胞活

性好、浓度高、能有效防止微生物流失、节约成本

等优势，对养殖水体等的处理表现出较好的效

果 [13-14]。本研究利用 C6H7NaO6和 CaCl2制备固定化

菌株，分析不同条件下游离态菌株和固定化菌株

对污水的处理效果，固定化菌株的添加，提高了

污水处理效率，NH4-N 和 TN 去除率分别增加

19.32%和 18.00%，可以得出固定脱氮效果更高。

NH4-N的去除过程属于好氧过程，异养硝化

细菌将 NH4-N氧化为亚硝酸盐氮和硝酸盐氮的

过程中同时存在硝化作用和反硝化作用 [15]。不动

杆菌 Acinetobacter sp. YF14[8]、Acinetobacter sp. Y1[15]、
Acinetobacter sp. YN3[16]以及异养硝化-好氧反硝化

功能菌 Acinetobacter johnsonii sp. N26[17]等均在污水

处理中产生了良好的效果。

脱氮效果受温度的影响，本研究的固定化硝

化细菌在 30 ℃条件下脱氮效果最佳，固定化菌株

处理的污水中 NH4-N和 TN去除率分别为 62.62%
和 58.99%；脱氮效果受菌株添加量影响，固定化

硝化细菌菌株添加量 2 mL时，NH4-N和 TN去除

率最高，分别为 74.56%和 61.94%；脱氮效果受反

应时间的影响，硝化细菌作用时间越长，脱氮效

果越好，反应 12 d后，NH4-N去除率达到 95.73%，
TN去除率达到 80.43%。

蒙海林等 [18]将已分离筛选的复合硝化菌进行

培养基和菌株组合优化后，氨氮去除率达到

71.10%；李珍阳等 [19]以柠檬酸钠为碳源，加入固定

化异养硝化菌后，氨氮去除率可达 95.86%；赵思

琪等 [20]利用高效异养硝化-好氧反硝化细菌构建

异养硝化复合菌 YM，TN去除率达到 98.71%。本

研究利用固定化异养硝化细菌（Acinetobacter ber⁃
eziniae Zhi77）和实验室之前已分离获得的 COD降
解菌（Bacillus sp. LZ77）协同作用，处理养猪场污

水。结果表明，养殖污水中 COD、NH4-N、TN、TP
和 SS的去除率分别达到 87.90%、96.08%、94.50%、
23.64%和 82.70%。固定化硝化细菌比游离态菌

株脱氮效果更高，且在与 COD降解菌协同作用

下，污水中各项污染物得到有效降解，在处理养

殖场污水方面具有较高的应用前景。
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